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Fig．13．　Relationship　between　the　total　myofibrlllar　Ca－ATPase　activity，
　　　solubility，　and　amount　of　unfrozen　water　of　suriml　in　the　presence　of
　　　additives　an出hejelly　strength　of　kamaboko　from　the　same　materials．
一39一
験結果に示されるように，凍蔵中における3魚種のすり身のゲル形成能の劣化は変性抑制物
質の添加により抑制されており，しかも乱心180日目における添加すり身のゲル形成能は，
無添加すり身のそれより高かった。また3魚種水晒肉に対する変性抑制物質の効果をみると，
コイおよびニジマス水血肉では効果は大きいが，ギンブナ水晒肉では小さかった。以上の
ように，変性抑制物質を添加した冷凍すり身の冷凍耐性は魚種により異なり，特にギンブ
ナでは低かった。この点については十分説明することができないが，本魚種については添
加物の種類，量などの検討が課題である。また，コイ，ニジマスおよびギンブナはいわゆ
る「弱足魚種」4・79）であることから，実際面の練り製晶原料としての利用には適用範囲
も限定されるが，高級かまぼこへの利用については，ゲル形成能の高い魚肉，例えばエソ
57）やグチ8）などとの混合活用あるいはトランスプルタミナ一瓢製剤添加によるゲル形成能
の増強80）が望ましいと考えられる。
　本研究では，凍蔵：中におけるすり身中のタンパク質の変性を断Ca－ATPase全活性と溶解
度を指標にして測定した。前者については，川島ら8Dが，冷凍すり身の品質を量的，質的
に評価するため，アクトミオシンCa－ATPase全活性として表現する方法を提唱し，全活性と
スケトウダラ冷凍すり身から調製したかまぼこのゲル形成能との間に高い相関を得ている。
また，加藤ら82）はスケトウダラ冷凍すり身，福田ら83）はマサバ落とし身ブッロク凍結肉，
野崎ら76）はカナガシラ急速凍結および緩慢凍結貯蔵肉に醒Ca－ATPase全活性とゲル形成能
との間に同様に高い相関を認めている。他方，後者についてもゲル形成能との間に高い相
関を認める報告4L76＞がある。本実験結果（Fig。12，13）に示されるように，冷凍すり身
のゲル形成能と蹴Ca－ATPase全活性との問には高い相関が認められた。さらに，ゲル形成能
と溶解性との間にも高い相関が認められた。このことから，淡水産魚肉冷凍すり身におい
ても，附Ca－ATPase全活性および溶解度は，凍蔵中における冷凍すり身の変性指標として
の適用性を有することが示唆される。
　従来，凍蔵中におけるタンパク質の変性に対する糖，糖アルコール，アミノ酸などの変
性抑制物質の作用機構については，タンパク質周囲の水が液体から固体に変化するヒいう
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物理的現象を伴うことから，水の状態から説明されているが，実際に水の状態を調べた研
究は少ない。84）一方，食品中の凍結点以下の水の状態は，1950年代より熱分析法，85紹8）
誘電分散法，89・90）核磁気共鳴法91㎞94＞などの機器分析により解明されており，水の状態
の説明にはそれぞれの機器の特性がみられる。本研究では熱分析（示差走査熱量計）で測
定される未凍結水を不凍水とし，72）変性抑制物質である糖，糖アルコールの作用機構を不
凍水量から調べることとした。本実験結果（Fig．11）に示されるように，無添加すり身中
の不凍水量は凍蔵期間の経過に伴って大きく減少したが，添加すり身中のそれは無添加す
り身より多く，しかも緩慢に減少した。また，凍蔵申の添加および無添加すり身の不凍水
量とゲル形成能との間には高い相関が認められた（Fig。12，13＞ことから，面出期間を通
して添加すり身中の変性抑制物質が不凍水量を多く保持していることがゲル形成能，配
Ca－ATPase全活性や溶解度の低下を抑制していると考えられる。これは，主としてすり身
中に添加されたショ糖やソルビトールの魚肉灘タンパク質に対する作用によるものであり，
このことを従来からの報告に基づいて考察すると醍タンパク質周囲の水和水の構造化（非
晶出化）が関係するものと考えられる。84）すなわち，断タンパク質周囲の水は凍結により
完全な秩序構造をとること（一種の非水状態と同様な状態）により，疎水結合が破壊され，
同時に氷晶と極性基周辺の水和水との相互作用により，水和層の破壊が起こる。84）しかる
にショ糖やソルビトールを添加することにより，断タンパク質周囲の水和水の非晶出化の
抑制，つまり一定量の未凍結水を保持することによるものであり，しかも未凍結水を多く
する作用の強いショ糖やソルビトールは断タンパク質に対する変性抑制効果が大きいもの
と推定される。
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第五章　塩ずりコイ筋原繊雑タンパク質の触
　　　　　　　　熱ゲル形成に及ぼす舳熱温度および
　　　　　　　　トランスグルタミナーゼ製蝕め影響
5－1。　緒　言
　第二章で日本産の数種の淡水魚を用いて，加熱ゲル化特性，有効な水晒方法などについ
て検討した結果，淡水魚の水閣肉は海産魚肉のそれと比較し，ゲル形成能が総体的に低く，
坐りがほとんど起こらないことを報告した。
　魚肉の塩ずり後のゾルを加熱すると，弾力に富んだゲルを形成する。この独特のテクス
チャーは，「足」と呼ばれ，練り製品の品質を決める重要な要素となっている。95）近年，
生化学的手法を用いた研究の結果，「足」は，写糊中の主要なタンパク質であるミオシン
が重合体を形成することによって生じると考えられるようになった。20）練り製品の加工工
程で，足形成にとって重要な要件は坐りおよび戻り現象である。坐りにはゲル化機構の異
なる二つの種類，すなわちミオシン重鎖（以下ミオシンHCと略）問の共有結合による架橋
で起こる坐り19・26・27・52）（共有結合型）と非共有結合による架橋で起こる坐り17）（非共
有結合型）がある。前者では肉に内在するTGaseによるミオシンHC間の架橋，26’27’52－55）
あるいはミオシンHC間のSS結合ig）による架橋により，ネヅトワーク構造が形成されると考
えられている。後者は疎水結合17）除どによるゲル化反応と考えられている。コイ肉のゲル
形成に関しては次のような報告がある。すなわち，塚正と志水27）は，コイ肉では坐りが起
こらないことを認めており，その原因として，コイのミオシンの熱安定性が高くTGaseの作
用授けにくいこと・肉中のTGase ﾊ植恥しく低いことで・ミオシン重鎖問に架橋反応
が起こらないことを挙げている。一方，伊藤ら，19・96）来住ら97’98＞はコイのミオシン，
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アクトミオシンのゲル形成にSH基が関与していると報告している。しかし，塚正と志水27）
はコイ肉のゲル形成に関する研究を筋原繊維レベルで行っており，淡水魚ミオシンの当該
研究はまだ不十分である。また，来住ら97・98）はコイミオシンのゲル化を多水分系で行っ
ており，かまぼこと同じ水分含量レベルでは，異なる結果も得られることが考えられる。
　そこで本報では，コイミオシンをかまぼこ用魚肉素材と同じ水分含量に調製して，必ず
りミオシンの加熱ゲル形成特性を明らかにするとともに，海産魚エソ肉のそれと比較検討
した。さらに，コイ肉のゲル形成に及ぼすTGase製剤の添加効果も調べた。
5・一2。　実験方法
5－2－1．供試魚
　第二章で用いたコイおよび長崎市茂木港に水揚げされた長崎県橘湾産のワニエソ
（Lizard　fish）Saurida　waniesoの鮮魚を供試魚として用いた。
5－2－2。筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの調製
　筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの調製は即殺したコイおよびエソの背部普通
筋を用い，高士らの方法99）を改変した市川ら100＞の方法に従い，Fig．14に示す手順で行っ
た。すなわち，コイおよびエソの背筋を素早く切り取り，肉に対して7倍容量の19醐Na－
Phosphate緩衝液（pH7．5）を加え，60秒間ホモジナイズし，遠心分離（500×g，10磁n）し
て肉漿タンパク質を上澄として除いた。沈澱（一部を筋原繊維とした）に対し，3倍容量の
5耐ATPおよび1耐錘gC12を含んだ0．4甜KC1，67鮒面一Phosphate緩衝液（pH6。4）を添加し，
静かに並立しながら正確に10分経過後に，遠心分離（6，000×g，15min）し，上澄を2～3層
のガーゼで濾過した。濾液を14倍容量の冷脱イオン水中にゆっくりと注ぎ，これを5℃の低
温室中に約10分間放置して，建部に沈澱が生じるのを待ち，沈澱したタンパク質を遠心分
離（6，000×9，10min）して集めた。この容量を測り，3M　Kc1，0．2脳Tris－Hcl（pH7。o）
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を加えて沈澱を溶解し，KC1濃度が0．脳になるように冷脱イオン水を加えた。これに2耐
ATPおよび50謡M醒C12を加えた後，超遠心分離（100，000×g，60min）して：沈澱を除いた。
さらに，同様の希釈沈澱，超遠心分離操作を2度繰り返したものをミオシンとした。得られ
たミオシン試料を，後述する10％ポリアクリルアミド電気泳動で調べたところ，コイおよ
びエソのミオシン含量は約80％と高純度であった。一方，アクトミオシンの調製は以下の
ように行った。筋原繊維の一部に対し，3倍容量の5耐ATPおよび1mM凹gC12を含んだ0．4脳
KCI，67耐Na－Phosphate緩衝液（pH6．4）を添加し，時々撹絆しながら約10時間経過後に，
遠心分離（6，000×g，15min）し，上澄を2～3層のガーゼで濾過した。濾液：を；14倍容量の冷
脱イオン水中にゆっくりと注ぎ，これを5℃の低温雨中に約10分間放置して，低部に沈澱が
生じるのを待ち，沈澱したタンパク質を遠心分離（6，000×g，10min）して集めて，アクト
ミオシンとした。
5－2－3。脱水
　かまぼこと同様の水分含量を持ったミオシンおよびアクトミオシンゲルを得るための脱
水は，市川ら1GO）が報告した超遠心脱水法によって行った。すなわち，コイ肉およびエソ
肉から調製したミオシン溶液，アクトミオシン溶：液を透析チューブに入れ，19倍量の5耐
2¶ercaptoethano1および1醐NaHCO3を含む離脱イオン水に対し6時間透析し，　KCI濃度
を30認とし，ミオシン，アクトミオシンを沈澱させた。ミオシン，アクトミオシンおよび
筋原繊維の沈澱を超遠心分離：機（日立工機製CP100α）を用いて遠心分離（216，000×g，
60min）し，上澄を除くことにより脱水を行った。これまでにもポリエチレングリコールを
用いてミオシンを脱水し，加熱ゲルの調製を試みた報告10Dがあるが，ポリエチレングリ
コールで長時間脱水すると，ミオシンのCa－ATPase活性の低下が起こる。水分含量をかまぼ
こと同程度の80％まで低下させることは不可能とされてきた。本法により，ミオシン，ア
クトミオシンおよび筋原繊維の水分含量は80％以下のものを得ることができた。また，そ
れらを常法67・70）によりミオシンの超遠心分離前のCa－ATPase（0。66μmol　Pi／min　mg
一45一
晦osin）および溶解度（92．2％）と，超遠心分離後のCa－ATPase活性（0．65μmol　Pi／瞬n
mg晦osin）および溶解度（92．2％），を調べたところ，遠心前後におけるそれらの変化
はほとんどなかった。
5一か4。　加熱ゲルの調製
　脱水したコイおよびエソのミオシン，アクトミオシンおよび筋原繊維のタンパク質含量
はビュレヅト法7Dにより測定した革ころ，いずれも約20％であり，カルシウム含量はICP
発光分析法により測定したところ，いずれも5．4mg／100g以下であった。これらの脱水した
試料に対して，3％の財Clを添加し，さらに水分含量を81％に調整するための冷脱イオン水
を加え，低温室（約5QC）で20分間揺潰した。また，コイ肉から得た脱水試料の一部につい
てはTGase製剤（味の素製アクティバTG－K）を0。3％添加した。揺潰後，血糊の脱気を行
い，アルミ製容器（内径12．5mm，高さ10m田）に充填し，ラヅプで包み，45℃，60℃および
75℃で20分間加熱処理後，直ちに氷水中で約20分間遮冷し，試料とした。また，コイの脱
水したミオシンの一部については30～90℃で5～120分間加熱処理後，氷水中で急冷し，試
料とした。試料は一夜低温室（約5℃）に放置後，室温に戻してからゲル強度の測定に供し
た。使用したTGase製剤のメーカー ﾈ格はTGase1％，乳酸カルシウム75％，およびデキスト
リン他24％となっている。それゆえ，肉糊に対してTGase3％加えると，乳酸カルシウムと
しては0．225％，デキストリンとしては0。072％を添加したことになる。このレベルの乳酸
カルシウムおよびデキストリンの添加は，加熱に伴う肉糊のゲル強度の経時変化に対して
大きな影響を及ぼさないと考えられる30・3i・33）。なお，本製剤の酵素活性は100units／g
である。
5－2哨。　加熱ゲルの破断強度の測定
　ミオシン，アクトミオシンおよび筋原繊維の加熱ゲルのゲル形成能の測定はレオメータ
ー（不動工業製NRM－2010」一CW型）を用い，直径2mmの押し込み試験用平面プランジャーで，
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押し込み速度2m阻／minで測定し，破断時の応力（9）をプランジャーの面積（cm2）で除し
たものを破断強度として表した。なお，同一試料ゲルについて5回測定し，その平均値を試
料の破断強度とした。
5－2－6。加熱ゲルのSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　PorzioとPearsonの方法1。2）に従って行った。ミオシン，アクトミオシンおよび筋原繊維
の加熱ゲル0．1gに対し，2％SDS，10耐Tris－HCl（pH6．8），50醐2－mercaptoethano1，10
％91ycero1および0．02％bromophenolblueの組成の溶液1mlを加えてホモジナイズし，電気
泳動用試料とした。それをSDS存在下の10％のポリアクリルアミドゲル電気泳動（以下，
SDS－PAGEと略）に供し，タンパク質組成を検討した。染色は，　Coomassie　Brilliant　Blue
R－250によって行った。染色された各タンパク質成分のバンドは，デンシトメーター（島
律製作所製二波長フライングスポットスキャナーCS－900型）を用い，380n瓢と580nmの吸光
度差として測定し，各成分の含量を泳動ゲル中の全成分の染色強度に対する成分の染色強
度比として求め，百分率で表した。
5－3。　結果
5－34。コイの塩ずりミオシンの加熱ゲル化特性とSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　塩ずりしたコイミオシンの加熱ゲル化特性を調べるために，調製した塩ずりコイミオシ
ンを30～90℃（15℃間隔〉で5～120分間加熱した。得られたミオシン加熱ゲルの破断強度
をFig。15に示した。塩ずりしたコイミオシンを30℃で120分間加熱しても，ゲル化は起こら
ず測定できなかった。コイ塩ずりミオシンは45℃以上では加熱5分後いずれもゲル化して，
破断強度14，000g／cm2以上を示した。また，45℃では加熱時間の経過とともに破断強度が
速やかに上昇し，120分間加熱で他の加熱ゲルより高い最高破断強度（28，000g／cm2）を示
した。60および75℃では，5分加熱で破断強度21，000g／cm2を示したのち，加熱時間の経過
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に伴って若干破断強度が上昇した。一方，90℃では，5分加熱で45℃と同レベルの破断強度
を示したのち，加熱時間の経過とともに低下した。
　一方，各ゲルのSDS－PAGE（Fig．16）をみると，30℃，45℃，60℃および75℃の30分間お
よび120分間加熱ゲルに対応するパターンは，加熱前のそれ（K）と比較して，ほとんど変
化はみられなかった。90℃の30分間および120分間加熱ゲルに対応するパターンでは，ミオ
シンHCに相当する成分量が加熱前のそれと比較して減少した。同時にミオシンHCよりも移
動度の大きい低分子に相当する成分（Xi）の生成がみられた。
5弓一2。コイおよびエソの筋原線維，アクトミオシンおよびミオシンの加熱ゲル形成能
　コイ筋肉とエソ筋肉のゲル化特性を比較検討するため，両魚種の筋原繊維，アクトミオ
シンおよびミオシンを塩ずりし，45℃，60℃および75℃で20分間加熱処理を行った。得ら
れたゲルの破断強度をFig，17に示した。筋原繊維ゲルをみると（Fig，17－A），コイでは60
℃加熱ゲルの破断強度が最も高．＜，45℃加熱ゲルでは非常に低かった。エソでは，いずれ
もコイの破断強度より高く，45℃加熱では約7倍，60℃および75℃加熱では約2倍高かった。
アクトミオシンの加熱ゲルをみると（Fig．17－B），コイでは75℃加熱ゲルの破断強度が最
も高く，次小で60℃，45℃加熱ゲルの順に高かった。特に，コイの75℃加熱ゲルの破断強
度はエソのいずれのゲルよりも高い値を示した。また，同一温度におけるコイとエソの加
熱ゲルを比較すると，45℃および75℃加熱では，前者の加熱ゲルが後者より高く，60℃加
熱ゲルは両者とも同じレベルであった。ミオシンの加熱ゲルをみると（Fig．17－C），コイ
ではいずれの加熱温度でもエソより高く，45℃加熱では約10倍，60℃および75℃加熱ゲル
の破断強度は約2倍になった。魚肉タンパク質の違いによる加熱ゲル強度をみると，コイで
は，いずれの加熱温度でもミオシンゲル〉アクトミオシンゲル〉筋原繊維ゲルの順であっ
た。これに対し，エソでは，45℃加熱では，筋原繊維ゲル〉アクトミオシンゲル〉ミオシ
ンゲルの順であったが，60℃と75℃加熱では，ミオシンゲル〉筋原繊維ゲル〉アクトミオ
シンゲルの順であった。
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5弓一3。コイの筋原線維，アクトミオシンおよびミオシンの加熱ゲル形成能に及ぼすトラ
　　　　ンスグルタミナーゼ製剤添加の影響
　コイの筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンに0，3％のTGase製剤を添加して塩ずり
し，45℃，60℃および75℃で20分間加熱処理を行った。得られた破断強度をFig。18に示し
た。これによると，45℃加熱では，TGase製剤を添加した筋原繊維ゲル（Fig．18－A），アク
トミオシンゲル（Fig。18－B）およびミオシンゲル（Fig．18－c）の破断強度はいずれも，無
添加のものに比べて高く，それぞれ約8倍，約6倍および約4倍となった。加熱温度の上昇と
ともにTGase製剤添加ゲルの破断強度は低下し，75℃加熱ゲルでは，無添加のものとほぼ同
レベルとなった。TGase製剤の作用は，高温域で失活することがわかった。
5－3－4。　トランスグルタミナーゼ製剤の添加および無添加コイの筋原線維，アクトミオシ
　　　　ンおよびミオシン加熱ゲルのSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　各タンパク質より得たTGase製剤添加および無添加加熱ゲルをSDS－PAGE分析した結果を
Fig。20に示した。同紙にみられるように，　TGase製剤無添加のコイの塩ずりした筋原繊維，
アクトミオシンおよびミオシン（Fig．19－A，c，E）の60℃および75℃加熱ゲルのSDS－PAGEパ
ターンは，加熱前のもの（K）に比べていずれも変化がみられなかった。これに対して，
筋原繊維の45℃加熱ゲルでは，ミオシンHCが減少し，同時にミオシンHCよりも移動度の大
きい低分子量に相当する成分（X2）の生成がみられた。これと同様な現象がアクトミオシ
ンの45℃加熱ゲルでもみられたが，その形成した低分子量に相当する成分（X2）量が筋原
繊維のものと比べて，少ないことが分かった。しかし，ミオシンの45℃加熱ゲルでは，ミ
オシンHCの減少も，その低分子成分の生成も認められなかった。
　一方，コイのTGase製剤添加加熱ゲルのSDS－PAGEパターン（Fig．19－B，D，F）の変化をみる
と，45℃および60℃加熱では，筋原繊維ゲル，アクトミオシンゲルおよびミオシンゲルの
いずれもミオシンHCが消失し，75℃加熱では，ミオシンHCが減少した。
一52一
ぐ
窺
。
＼
窃
サ
◎
騨
　
鎧
や
窃
⑪
臨
劇
窃
り　　　
謡
⑪
た
醗
咽o
1
⑪．噌
（A）
噌⑪
尋5
咽
6⑪ 75
o．雪
（B）
咽⑪
　　　　　尋5　　　6⑪　　　75
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む
H酬鴫臆mp㊧脇舳re（C》
唱
◎。1
（C）
45 60 75
Fig。18。　Effects　of　transglutaminase　a13d　heating　temperature　on　tlle　gel
　　　　formation（breaking　strength）of　salt－ground　myoflbrils，　actomyosln
　　　　and　myosin　from　carp　meat。
　　　　　　　　The　Salt－grOU．nd　paSteS　are　heated　fOr　20　minUteS．　The　Open　barS
　　　　and　closed　bars　represent色he　gel　wlthou色そldditive　and　with　O．3％
　　　　additive　containing　transgalutami蓋簾ase　respectively．
　　　　　　　　A，myofibrils；B，　actomyosin；C，　myosin．
53
　　　　　　　　（A）
博フ鱒鱒辮鱒HC一
（B）
Myofibrils
Ac一・野鳩辮．羅華麟　　Ac一・細・嚇嚇
Tm－　　　　　　　　Tm’一
　　　　F齢’軸　　　齢　　　・脚
　　　　　　　（C）
　　　　　　郷・　　　世魑韓　　　　解畢解
骸欝欝鰻
　　　　嚇　　　．＿「　・繍う
　　　　　（1））
HC一
Actomyosin
Tm一一細
　　　　囎“繭融　　　厚灘　　　蜘
　　　　　　　（E）
HC一
Tm一
　　　雫　”蜘　　脚
　　　　　（F）
HC一
Myosin
Ac一　　　孫。畷　　、轡　　　Ac一一一
Tm－　　　　　　　　Tm一
　げら　ゆ　　　　　　　　　　ギ　
K456075
　　一　　蘭
456075
Heating　temperature（oC）
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5－4．　考　察
　本研究では，コイ肉のゲル化特性を詳細に調べるため高純度のミオシン（約80％）を調
製し，さらにかまぼこと同様の水分含量（81％）を持ったミオシンゲルを調製することに
より検討した。すでに第二章ではコイ水晒肉では30℃，40℃加熱で坐りが起こらず，60℃
加熱でゲル化が起こる結果を得ており，これは塚正と志水の報告27）と一致している。しか
し，本実験結果（Fig。15）にみられるように，塩ずりミオシンでは，45℃では加熱5分後に
すでに高いゲル強度を示しており，これは魚肉の肉糊の坐りに対応するものと考えられる。
このように，コイ水心肉では坐りが起こらないが，ミオシン単独では起こり，強固なゲル
を形成する。sDs－PAGEパターン（Fig。16）から，45℃加熱ミオシンゲルのミオシンHc量は
ほとんど変化が認められなかった。このことからミオシンHC間に多量化反応20・103405）が
ほとんど起こっていないと考えられる。コイ塩ずりミオシンの加熱によるゲル形成につい
ては，平石ら106＞は，20～60℃温度診では最初はミオシン分子の‘‘ほどけ”が始まり，そ
のためにミオシン分子内部にあった疎水性アミノ酸残基が分子表面に露出し，その結果ミ
オシン分子間に疎水結合が形成し凝集することを報告している。これらの結果から，ミオ
シンの45℃での強いゲル形成は主にミオシンHC間に疎水結合17・106）などが形成され，ネッ
トワーク構造を取ることに起因していると推測される。したがって，コイ水晒肉の肉糊で
坐りが起こらないのは，内在するTGaseによるミオシンHC間の架橋反応の形成が小さいこと
以外に，ミオシンの加熱ゲル形成を阻害する何らかの原因で，ミオシンHC問に疎水結合i7・
106）などによるゲル化反応が起こらないことを示唆している。豪た，詠ずりミオシンの90
℃加熱（Fig．15）では，ゲル強度の若干の低下が認められた。一方，　SDS－PAGEパターン
（Fig。16＞にみられるように，ミオシンHC量が減少したと同時にミオシンHCより低分子の
新しい成分（X1）の生成が認められ，これがゲル強度の低下の原因であると推測される。
　以上のことを確かめるため，コイとエソの筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの
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加熱ゲル強度（Fig。17）を比較検討した。コイ筋原繊維は，45℃加熱でのゲル強度は非常
に低く，60℃および75℃では増強しており，コイの肉糊が坐り難い性質を示している。こ
れに比べてエソ筋原繊維では，45℃加熱によるゲル強度が最も高く，いわゆる坐り現象が
みられた。さらにアクトミオシンからミオシンへとタンパク質の単離精製が進むに伴って，
それらの塩ずりしたものはゲル強度が増強した。コイ塩ずりアクトミオシンおよびミオシ
ンでは，45℃加熱のゲル強度は，60℃および75℃加熱のものより低かったが，エソ肉のそ
れに比べて高かった。一方，加熱ゲルのSDS－PAGEパターン（Fig．19－A，c，E）から，コイの
虫ずり筋原繊維およびアクトミオシンの45℃加熱ゲルではミオシンHC量が減少すると同時
にミオシンHCよりも移動度の大きい低分子量に相当する成分（X2＞が認められた。またコ
イの塩ずりミオシンの加熱ゲルでは，ミオシンHC量の大きな変化が認められなかった。コ
イの感ずり肉糊の加熱（30～50℃）によるゲル強度の低い原因については，西本ら107）は
ミオシンHC交差重合体の形成が起こらず低分子化すること，さらにこの原因について村元
ら108）は加熱によるミオシンの変性（構造変化）に対する各種のプロテアーゼ作用による
ペプチド断片化としている。
　本実験結果は，コイ肉の水梅肉レベル，いわゆる筋原繊維レベルでは上述のように各種
プロテアーゼの影響iO8・1Q9）あるいはTGaseの不活性化などの影響27）が考えられ，ゲル強
度が低い結果となったものと推定される。コイ肉のアクトミオシンおよびミオシンへの精
製はこれらの因子を除くことにより，エソ肉のそれらより高いゲル強度が得られたことを
示しており，このゲル化は主にミオシンHC間の疎水結合i7・1。6）などに起因していると考え
られる。
　コイの筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンに対するTGase製剤の添加効果（Fig。
18）を検討してみると，45℃加熱では，いずれも無添加のものより非常に高いグル強度を
示し，強いゲル化が起こることが分かった。また，75℃で添加効果が低いことは，高温加
熱による酵素（TGase）の失活によるものと考えられる。
　TGase製剤の魚肉に対する効果については，安永ら33）はスケトウダラ冷凍すり身，田中
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ら110）はコイミオシンで検討を行い，いずれも肉糊中のミオシンHCの多量化によるゲル強
度の増強を認めている。また，塚正と志水27）はコイ，イワシおよびサバを用いて，TGase
製剤による坐りの誘発要因を調べている。本実験のSDS－PAGEのパターン（Fig。19－B，D，F）
によると，45℃および60℃加熱ゲルでは，ミオシンHCに相当するバンドが消失し，75℃加
熱ゲルでは，ミオシンHCに相当する成分のわずかな減少が認められた。一方，ミオシンHC
より移動度の大きい成分（アクチンやトロポミオシンなど）の量には変化が認められなか
った。このことから，TGase製剤を添加して塩ずりした筋原繊維，アクトミオシンおよびミ
オシンの加熱ゲルでは，TGaseの酵素反応によって，ミオシンHCが架橋高分子化し，多量体
が形成されたと推測される。また，本実験結果が示すように（Fi窪。19－A，B，c，D），コイ筋
原繊維およびアクトミオシンの45℃加熱ゲルでは，ミオシン冠Cより低分子（X2）の存在を
認めたが，これはTGase製剤添加に率り消失した。この場合，筋原繊維やアクトミオシン中
に混在するプロテアーゼ109）の作用と，TGase作用が同時に進行した1n）と考えられるが，
前者の作用より，後者の作用が大きかったことを示している。阿部30）はスケトウダラ冷凍
すり身の肉糊の60℃加熱で，TGasei翠剤が火戻りを抑制するような作用を有することを認め
ているが，本実験結果はこれと符合するように思われる。
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第六：章　旛ずりコイ筋原繊雑タンパク質の蜘
　　　　　　　　圧ゲル化の特徴およびトランスグル
　　　　　　　　タミナーゼ製荊の効果
6－1。　緒　書
　先に，淡水産魚類の練り製品原料への利用を目的として，淡水産魚肉のゲル化特性を海
産魚肉のそれと比較検討した結果，ゲル形成能が低く坐りがほとんど起こらないこと（第
二章），また，コイミオシンのゲル形成能は強干魚のエソのそれより高いこと，コイ水肋
肉はTGase製剤添加により，エソ水晒肉レベルまで改善できること（第五章）を報告した。
　一方，近年，加圧処理の食品加工への利用に関する研究が多方面で精力的に進められて
いる。1生2）魚肉練り製晶分野においても，昌子らはスケトウダラすり身の塩ずり肉を低温
下で加圧処理するとゲル化し，，そのゲルの破断強度は加熱によって調製されたかまぼこ
ゲルよりも低く，凹みはわずかに大きいこと，113）また，加圧ゲルは加圧後の保蔵温度あ
るいは加熱による影響を受けること，36・37）さらに，加圧ゲルの弾力形成には，TGaseによ
るミオシンHC多量体の生成よりは，加圧によるタンパク質の構造変化に伴う相互の弱い結
合の寄与が大きいこと38）を報告している。また，上田ら39）は，通常の加熱条件下では坐
らないサケの肉糊を加圧処理するとゲル化が起こり，さらに加圧ゲルを加熱すると破断強
度が上昇する加圧一加熱併用効果を報告している。
　そこで，本研究では，ゲル形成能の低い淡水産魚肉の特性を改善することを目的として，
コイを用いて，塩ずり筋原繊維タンパク質のゲル形成に及ぼす加圧処理効果を海産魚肉
（ワニエソ）と比較検討するとともに，TGase製剤の添加効果も調べた。
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6－2、　実験方法
6一陸1。供試魚
　第五章で用いたコイおよびワニエソ鮮魚を供試魚とした。
6一無2。水晒肉の加圧ゲルの調製
　押殺したコイおよび新鮮な干ソの頭部と内臓を除いたのち，二枚におろし，冷水中で洗
浄後，スタンプ奉遷肉機（採肉穴直径5mm）を用いて落し身を採取した。その落し身に対し
て5倍量の冷蒸留水で3回水晒を行った。過剰の水を除くため油圧式脱水機で脱水後，水爆
肉を低温室（約5℃）で肉挽機（穴直径3mのにかけて挽肉とした。揺潰は挽肉に対して3
％の四aC　1および含水率を81％に調整するための塵外イオン水を加え，低温室（約5℃）で
30分間石川式縄押型冷機を用いて行った。得られた肉糊は折れ径50mmの塩化ビニリデンケ
ーシングに充填したのち，蒸留水を充填した食品加圧試験装置（三菱重工製Frescal柵P－
7000型）の処理室に入れ，100～700鯉aの圧力で5～60分間加圧した（以下，これを加圧ゲ
ルと呼ぶ）。得られた加圧ゲルは室温に戻して直ちにゲル物性の測定に供した。なお，温
度制御は圧力容器の周囲に取り付けられたジャケットに5℃の冷媒を循環させることによっ
て行った。一方，加圧ゲルの比較対照として，加熱ゲルを調製した。すなわち，同様な方
法によって調製したビニリデンケーシング充填挙挙を40℃および90℃の恒温槽中で5～60分
間加熱後氷水中で急冷し，試料（以下，加熱ゲルと呼ぶ）とした。加熱ゲルは一夜低温室
（約5℃）に放置後，室温に戻してからゲル形成能の測定に供した。
6一㍗3。筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの加圧ゲルの調製
　誤殺したコイおよびエソの背部普通筋を用いて，前章で報告した方法に従い筋原繊維，
アクトミオシンおよびミオシンを調製した。調製後の筋原繊維，アクトミオシンおよびミ
オシン試料を，後述する10％のSDS－PAGEで調べたタンパク質組成をTable　2に示した。コイ
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Table　2．　Protein　compositions　of　myofibr軽s，　actomyosin，　myosin
　　　　　from　carp　and　lizard　fish
Content（％）
Carp 〕zard　fish
Myofibrils　Actomyosin　Myosin　Myofibrils　Actomyosin　Myosin
Myosin
Actin
Tropomyosin
Others
50
20
　6
24
51
21
　5
23
86
　4
2
8
45
21
13
21
44
22
16
18
85
　3
　2
10
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およびエソのミオシン含量はいずれも総タンパク質成分に対して約80％と高純度であった。
これらに対して終濃度3％になるように醤aC1を添加して，さらに水分含量を81％に調整する
ための叡山イオン水を加え，低温室（約5℃）で20分間揺潰した。また，これらの一部につ
いては前章で用いたTGase製剤を終濃度で0．3％添加し同様に行った。揺潰したこれらの肉
糊は真空ポンプを接続したデシケータ中で（真空度は37．5m祀g）2分間脱気を行い，アルミ
製の容器（内径12、5mm，高さ10m爵に充填し，ラヅプで包み，水晒肉糊と同様に加圧処理
（300～600鯉aで30分間）を行った。
6瑠一4。加圧ゲル物性の測定
　調製した厳罰肉細糊の加圧ゲルおよび加熱ゲルはレオテヅクス（サン科学的SD－305型）
を用いて押し込み試験を行った。すなわち厚さ2伽mの試験片に直径5m皿の球面プランジャー
を当て，試料台の上昇速度0。6m皿／secで測定し，破断した時の応力を破断強度（g），破断
までのプランジャーの進入距離を破断凹み（mm）とした。なお，同一試料について6回測定
し，そのそれぞれの平均値を試料の破断強度と破断凹みとした。
　筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの加圧ゲルの破断強度の測定はレオメーター
（不動工業製猷腔2010J－CW型）を用い，直径2mmの押し込み試験用平面プランジャーで，
押し込み速度2mm／minで測定し，破断時の応力（g）をプランジャーの面積（cm2）で除し
たものを破断強度（g／cm2）として表した。なお，同一試料ゲルについて5回測定し，その
平均値を試料の破断強度とした。
6－2－5。加圧ゲルのSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　PorzioとPearsonの方法102＞に従って行った。筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシン
の加圧ゲル0．1gに対し，2％SDS，10醐Tris－HC1（pH6．8），50醗随2¶ercaptoethano1，10
％91ycero1および0。02％bromophenolblueの組成の溶液1m1を加えてホモジナイズし，電
気泳動用試料とした。それを10％のSDS－PAGEに供し，タンパク質組成を検討した。染色は，
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Coomassie　Brilliant　Blue　R－250によって行った。染色された各タンパク質成分のバンド
は，デンシト面一ター（島津製作所吐血波長フライングスポヅトスキャナーCS－900型）を
用い，380nmと580nmの吸光度差として測定し，各成分の含量を泳動ゲル中の全成分の染色
強度に対する成分の染色強度比として求め，百分率で表した。
6－3。　結　果
6－3－1。水稲血肉糊のゲル形成に及ぼす圧力の影響
　コイおよびエソの水晒肉肉糊を5℃で100～700鯉aで5～60分間加圧した場合と，常圧で
40またgo℃で5～60分間加熱して得られたそれぞれのゲルの破断強度および破断凹みをFig。
20に示した。コイ立春肉肉糊（Fig．20－A）は，100鯉aで加圧したものは，ゲル化がほとん
ど起こらずゲル物性の測定ができなかった。200，300と40側Paで加圧したものは，加圧時
間の経過に伴って破断強度がわずかに上昇した。500と600鯉aで加圧したものでは破断強度
の変化がほとんどみられなかった。700湿aで加圧したものは，加圧時間の経過に伴って破
断強度がわずかに低下した。破断凹みは200瀞aで加圧したものでは加圧時間の経過に伴っ
て上昇する傾向を示し，300と400酔aで加圧したものではそれぞれ30分間および10分間加圧
でピークを示した。500鯉a以上で加圧したものは，加圧時間の経過に伴って破断凹みが低．
下した。一方，エソ血糊（Fig．20－B）は，100および20脳Paで加圧したものは加圧時間の経
過に伴って加圧ゲルの破断強度が増加するが，300と40脳Paの加圧ゲルの破断強度は，前者
では45分間，後者では20分間の加圧で最大値869gおよび748gを示した。500鯉a以上の加圧
では，加圧ゲルの破断強度は加圧時間の経過とともに低下した。300MPa以上のすべての加
圧条件下で得たゲルの破断強度の最大値は，加熱ゲルの最大値である40℃30分間加熱した
もの（684g）よりも高かった。エソ加圧ゲルでは最も大きい破断凹みを示したのは200鯉a
で60分間と300MPaで30分間加圧したものであり，それぞれ15．3と15．1mmであった。これら
も加熱ゲルの最も大きい破断凹み14．5mm（40℃30分間加熱）より大きかった。
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　また，コイの加圧ゲルで最も高い破断凹みを示したものは600鯉aで30分間加圧したもの
であるが，この破断凹み（10．9mm）は，コイの加熱ゲルのそれ（11．1mのとほぼ同様であ
るが，コイの加圧ゲルの最も高い破断強度（899）は90℃加熱ゲルのものおよび40℃で30分
間以上加熱ゲルのものより低く，しかもエソ肉質の同じ加圧条件のものに比べると，約
1／8と低かった。
6－3－2。筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンのゲル形成に及ぼす圧力の影響
　前述のように，コイ水晒議事糊の加圧による形成したゲルの破断強度および破断凹みは
エソのそれらに比べて非常に低かった。この理由を調べるため，コイ肉から筋原繊維，ア
クトミオシンおよびミオシンを調製して加圧処理（300，400および600齪a＞を行い，エソ
肉のそれと比較検討した。その結果をFig．21に示した。　Fig。21によると，コイ筋原繊維ゾ
ルの加圧ゲルの破断強度は圧力の増加に伴って低下するが，アクトミオシンおよびミオシ
ンゾルのそれは上昇した。また，エソ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンゾルの加
圧ゲルの破断強度は圧力の増加に伴っていずれもわずかに上昇したが，これら3者間の破断
強度には大きな差異が認められず，この点コイと異なった。すなわち，コイの筋原繊維と
アクトミオシン加圧ゲルの破断強度はエソのそれらより非常に低かったが，コイミオシン
の加圧ゲルの破断強度はエソのいずれの加圧ゲルよりも若干高かった。
6－3－3。コイの筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの加圧ゲル形成に及ぼすトラン
　　　　スグルタミナ一塁製剤添加の影響
　コイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンゾルにTGase製剤を0．3％添加し，加圧ゲ
ル形成に及ぼす影響を検討した。その結果をFig。22に示した。　TGase製剤添加筋原繊維およ
びミオシンの加圧ゲルの破断強度は圧力の増強に伴って若干上昇したが，アクトミオシン
の加圧ゲルでは400湿aでピークを示した。また，TGase製剤を添加したものの破断強度はい
ずれの加圧条件下でも，無添加のものに比べて大きく増大し，筋原繊維では約9倍，アクト
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ミオシンでは約27倍，ミオシンでは約12倍の非常に高い値を示した。特に600瀞aで加圧し
たTGase製剤添加ミオシンゲルの破断強度は，約88，000g／cバに達した。
6唱畷，　トランスグルタミナーゼ製剤無添加および添加コイ加圧ゲルのSDS一ポリアクリル
　　　　アミドゲル電気泳動
　コイの筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンより得たTGase製剤無添加および添加加
圧ゲルをSDS－PAGEに展開した結果をFig。23に示した。点図にみられるように，　TGase製剤無
添加の筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの加圧ゲル（Fig．23－A，c，E）のタンパク
質サブユニット組成は，いずれも加圧処理前のものとほぼ同様であり，ミオシンHCの多量
化反応は認められなかった。
　TGase製剤添加加圧ゲルのSDS－PAGEパターン（Fig．23－B，D，F）をみると，筋原繊維の加圧
ゲルでは，いずれもミオシンHCに相当する成分が消失していた。また，アクトミオシンお
よびミオシンの加圧ゲルでも明らかに減少していた。また，筋原繊維およびアクトミオシ
ンのすべての加圧ゲルでは，アクチンに相当する成分が減少したが，新しい低分子成分の
生成は認められなかった。TGase製剤添加コイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの
肉糊は加圧処理により，ミオシンHCの多量化反応が起こっていることが強く示唆された。
6－4。　考　　察
　コイ肉糊の加熱ゲルのゲル強度は非常に低く（第二章），エソのそれは非常に高い4・40’
56）ことから，前者は弱目魚，後者は蛇足魚種に分類されている。79）エソ水輪肉肉糊は
300湿a以上の加圧処理で，高い破断強度を有するゲルを形成し，それは40℃および90℃加
熱による加熱ゲルよりも高かった。しかし，コイ水晒肉肉糊は700酔aまでのいずれの圧力
でも，また，加圧処理時間を長くしてもゲル形成が弱かった。その加圧ゲルの破断強度は
加熱ゲルのそれよりもさらにに低く，また，エソ加圧ゲルに比べて非常に低かった。
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　このことから，コイ肉糊とエソ肉糊との加圧ゲル化機構の違いはどこにあるのかを検討
するため，魚肉練り製晶のゲル形成に主要な役割を担っていると言われるミオシンを調製
し，加圧によるゲル形成を調べた。同時に感ずりミオシンの加圧ゲルと塩ずり筋原繊維お
よびアクトミオシンの加圧ゲルとを比較した。実験結果（Fig．21）に示されるように，コ
イの筋原繊維およびアクトミオシン加圧ゲルの破断強度は非常に低かったが，ミオシン加
圧ゲルのそれは非常に高く，しかもエソのものよりも高い値を示した。一方，コイ筋原繊
維，アクトミオシンおよびミオシンの各タンパク質組成は，SDS－PAGEのパターン（Fig．23－
A，C，E）に示されるように，いずれも加圧処理前後での変化が認められないことから，これ
らの加圧ゲルは加圧処理による構成タンパク質問の強い重合や分解などは起こっていない
ことが分かった。このことから塩ずりしたコイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシン
の加圧処理によるゲル形成は，主として筋原繊維タンパク質問の水素結合や疎水結合など
38β9＞によることが推測される。
　一方，コイミオシン加圧ゲルの破断強度は筋原繊維やアクトミオシンと比較して非常に
高かった。このことは筋原繊維およびアクトミオシンからミオシンへとタンパク質の単離
調製が進むに伴って，ゲル構成タンパク質の差異（Table　2）によって生じた結果であると
考えられる。
　次に，TGase製剤添加コイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンゾルの加圧ゲルの破
断強度（Fig．22）は，いずれも無添加のものより非常に高かく，TGase製剤の添加効果が認
められた。昌子ら38）が先にスケトウダラ冷凍すり身から調製したTGase粗酵素液を350齪a
以上の圧力で処理すると，TGase活性はほとんど失活することを報告している。しかし，本
実験では300～600湿aで20分間加圧処理でTGase製剤の作用は認められた。このことから，
TGase製剤添加コイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシン加圧ゲルが高い破断強度を示
したのは，加圧処理によって筋原繊維タンパク質の構造が変化し，それによりTGaseに作用
しやすい基質になり，加圧処理過程でTGase活性が失活する前に作用したと考えられる。
　また，sDs－PAGEパターン（Fig．23－B，D，F）から，ミオシンHcに相当する成分は圧力に関
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わりなく，無添加のものと比べて筋原繊維では消失，アクトミオシンおよびミオシンでは
大きく減少し，いずれもミオシンHCより低分子の成分の新たな生成は認められなかった。
このことから，TGase製剤添加筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンのゾルは，加圧処
理中にTGaseによりミオシンHC間にε一（γ一Glu）Lys架橋反応26・52－55）が誘発されて，ミオ
シンHCより高分子量成分を形成し，その結果，無添加のものより強いゲルが形成されてい
ると考えられる。
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第七章　聡合考察
　淡水産魚肉はゲル形成能が低いことから，日本では，練り製品の原料としてほとんど利
用されていない。また，それに関する研究はほとんど行われていない。そこで，淡水産魚
肉の練り製品への利用を目的として，淡水産魚肉のゲル化特性（第二章），氷蔵耐性（第
三章），冷凍すり身化（第四章），筋原繊維タンパク質のゲル化特性（第五章）および高
圧処理の効果（第六章）を検討してきた。
　本研究（第二章）に供試された6種の淡水産魚類のゲル形成能は，いずれも海産ねり製品
原料魚のエソ2。・21）やシログチ22＞のゲル形成能より低いが，イワシやサバ（本研究室の未
発表データ）のそれと同レベルであった。このことから，淡水産魚はねり製品原料としての
適性を有すると考えられるが，淡水塵魚肉単用によるねり製品は低級レベルの評価となるこ
とが予測されるので，他のゲル形成能の高い魚肉，例えばエソなどとの混用が望ましいと考
えられた。しかし，淡水産魚肉のゲル形成能向上あるいは高度利用のためには，さらに検
討が必要と考えられる。そこで，有効な添加物の探索（第五章）あるいは高圧処理法（第
六章）の検討を行った。
　魚肉を2～3％のNaC1とともに揺潰し肉糊を加熱すると，弾力を有するゲルに変わる。そ
のゲルの形成は肉糊中の主要なタンパク質であるミオシンが担っており，加熱によって特
異な変性凝集が起きてゲル化する。このミオシンの熱ゲル化反応はさまざまな修飾を受け
るが，その中でゲルの坐りと戻りは特徴的な現象として古くから知られている。坐りは魚
肉肉詰を一定の温度で保管する（坐らせる）と徐々に塑性を失ってしなやかな弾性ゲルに
変わる現象である。海産魚ではさらにこの坐らせたゲルを高温で加熱（二段加熱）すると
直接加熱した場合よりもゲル強度の著しく高いゲルが形成される。第五章で述べたように，
坐りにはゲル化機構の異なる二つの種類，筋肉中の内在するTGaseが触媒するミオシン分子
間のイソペプチド結合による架橋で起こる坐りig・26・27・52）（共有結合型）とミオシン分
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子間の疎水結合などによる架橋で起こる坐り17）（非共有結合型）がある。一方，肉糊の加
熱（相対的に低い温度）中に起きるゲル強度の低下は一般に戻りといわれる。通常は50～
60℃での加熱による火戻りを指すことが多い。これまでにこの戻りの原因としては，タン
パク質分解酵素による筋原繊維タンパク質の分解に起因するとしたプロテアーゼ説，1捧
1i6）および筋肉タンパク質の熱変性に起因するとしたタンパク虫唾変性説117）の二つが提
唱されている。しかし，現在，戻りでは経時的なミオシンHCの分解が観察されること，プ
ロテアーゼインヒビターにより戻りが抑制されること，116）戻りを誘発するプロテアーゼ
群118・119）が単離されたことにより，プロテアーゼ説が有力視されている。
　エソの水田肉および筋原繊維の肉糊を坐らせると，強くゲル化が起こり，その形成され
たゲルの破断強度は高かった。しかし，ミオシンレベルではそれが低かった（第五章およ
び第六章）。関ら52）は，海産魚の中で典型的な坐りを起こすスケトウダラ冷凍すり身を秘
事濃度の緩衝液で洗浄してから肉糊を調製し坐りを行ったところ，ミオシンHC間の架橋重
合能の低下に伴って，坐りゲルのゲル強度がかなり低下すること，さらに洗浄によって除
かれた水溶性成分を再添加するとゲル強度とミオシンHC間の架橋重合能の回復が起こるこ
と，また，その水溶性成分の精製を行ったところ，タンパク質の修飾酵素の一種である
TGaseが関与していることを報告している。このことから，エソのミオシンレベルでのゲル
形成能が低くなったことは，魚肉落し身からミオシンへの調製段階で内在するTGaseが除外
され，結果的にTGaseが触媒するミオシンHC間のイソペプチド結合による架橋重合が起こら
なかったことに起因していると考えられる。
　一方，スケトウダラ肉糊を坐らせると，ミオシンHCの大部分は内在するTGaseによって架
橋重合される。しかし同時にミオシンHCの一部が低分子量化されることは古くから気づか
れていた。20）この低分子量化はプロテアーゼ阻害剤E64の存在下で完全に抑制されること
から，坐り申にもプロテアーゼが作用していることが分かる。したがって，スケトウダラ
の翁忌は加熱中，ミオシンのゲル化とともにTGaseとプロテアーゼによる酵素反応が同時に
進行することが考えられている。uO＞当然，内在するTGaseの活性の高いスケトウダラ肉糊
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では，架橋重合が強く起こるから，プロテアーゼの影響は現れなかった。淡水魚コイ水晒
肉，筋原繊維およびアクトミオシンのゾルを加熱する場合は坐りが起こらない。同時にミ
オシンHCの一部が低分子化されることが認められた。このことはコイ肉中の内在する
TGaseの不活性化による影響27）でミオシン分子間のイソペプチド結合による架橋反応が起
こらず，各種のプロテアーゼによる酵素反応107’108）は非共有結合（疎水結合）によるゲ
ル化反応i7）より強くしかも先行することから，坐りを起さないものと考えられる。一方，
塩ずりミオシンを単独加熱する（45℃）と強くゲル化が起こる。このことは魚肉落し身か
らミオシンへの調製段階でゲル形成に阻害する各種プロテアーゼが除外されることに起因
すると考えられる。二段加熱では，淡水魚は坐りを起こさないため，二段加熱を行うと一
段（直）加熱のものよりゲル強度が低下することは当然なことであると考えられる。本研
究に用いた淡水産魚肉血糊はいずれも坐りを起こさなかったことから，コイ肉と同様の作
用機構が推測される。
　温度を上げずに10，000気圧程度の圧力を用いるときには，もともと反応性の高いもので
はない限り，共有結合の切断や生成は起こらないと考えられる。112）昌子ら1i3）は，スケ
トウダラすり身の塩ずり肉を低温下で加圧処理すると，強くゲル化すると同時にミオシン
HC多量体成分の生成も認められることを報告している。このことは，スケトウダラすり身
の肉糊を加圧処理するときに，内在するTGaseが圧力により失活する前に触媒して，ミオシ
ンHC間のイソペプチド結合による架橋重合が起こること，また，一旦形成されたその結合
が非常に強い共有結合であり，その後の加圧処理（10，000気圧以下）によって切断されず，
同時に形成された多数の非共有結合（水素結合や疎水結合）112）との共同作用によって，
強いゲル化反応が起こった結果であるとしている。第六章で述べたように，塩ずりしたコ
イ水晒肉，筋原繊維およびアクトミオシンの加圧ゲル形成能はエソのそれらのものと比べ
て非常に低くかった。このことは上述したようにコイ肉の内在するTGaseが不活性で，加圧
処理するときにミオシンHC間のイソペプチド結合による架橋重合が起こらないこと，エソ
肉の内在するTGase活性は非常に高いことから，加圧処理するときのゲル化がスケトウダラ
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すり身の肉糊を加圧処理するときのゲル化と同様，内在するTGaseが圧力により失活する前
に触媒して，ミオシンHC間のイソペプチド結合による架橋重合が起こって，同時に形成さ
れた多数：の非共有結合（水素結合や疎水結合）霊12）との共同作用によって，強いゲル化反
応が起こったことに起因していると考えられる。しかし，コイミオシン加圧ゲル形成能は
筋原繊維およびアクトミオシンのそれと比べて非常に高く，また，エソのそれよりも高か
った。このことはコイの筋原繊維およびアクトミオシンからミオシンへとタンパク質の単
離調製が進むに伴って，加圧処理する時のゲル構成タンパク質の差異（Table　2），すなわ
ちミオシンサンプル中のミオシン含量と筋原繊維およびアクトミオシンサンプル中のそれ
との違いか，またはミオシンサンプル中のアクチン含量と筋原繊維およびアクトミオシン
サンプル中のそれとの違いかによって生じた結果であると考えられる。このミオシン加圧
ゲル形成はSDS－PAGEのパターン（Fig。23）に示されたように，加圧処理前後での変化が認
められないことから，タンパク質問の水素結合や疎水結合などii2）によることが推測され
る。一方，エソ肉では上述したように，筋原繊維およびアクトミオシンからミオシンへと
タンパク質の単離調製が進むに伴って，内在するTGaseが除外され，　TGaseが触媒するミオ
シンHC間のイソペプチド結合による架橋重合が起こらなかったことに起因していると考え
られる。
　一方，TGase製剤添加の減ずりしたコイ筋原繊維，アクトミオシンおよびミオシンの加圧
ゲルのゲル形成能（Fig。22＞は，いずれも無添加のものより非常に高かった。また，　SDS－
PAGEパターン（Fig．23－B，D，E）から，ミオシンHcに相当する成分は圧力に関係なく筋原繊
維では消失，アクトミオシンおよびミオシンでは大きく減少し，いずれもミオシンHCより
低分子の成分の新たな生成は認められなかった。このことから，TGase製剤添加塩ずり筋原
繊維，アクトミオシンおよびミオシンは，加圧処理中にTGaseによりミオシンHC問にε一
（γ一Glu）Lys架橋反応26’52｝55）が誘発されて，ミオシンHCより高分子の成分を形成し，
その結果，強いゲルが形成されていると考えられる。しかし，TGase製剤添加：塩ずりミオシ
ンは，加熱処理（45～60℃）では第五章に示したようにゲル中のミオシンHCが消失し架橋
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高分子化による多量体が形成されるのに対し，加圧処理ではゲル申のミオシン1｛Cの一部の
減少にとどまっており，しかも後者のゲル形成能は前者のそれより非常に高かった。この
ことは，TGase製剤添加ミオシン加圧ゲルのゲル形成がミオシンHC問のε一（γ一Glu）Lys架
橋結合26・52㎞55）のみならず，ミオシンタンパク質問に形成される多数の非共有結合（水素
結合や疎水結合）1i2）も寄与していることが推察される。
　第五，六章で述べたように，コイ筋肉の加熱および加圧グル形成能は水晒肉レベルでは
非常に低いが，ゲル形成の主要成分であるミオシンレベルでは非常に高かった。また，コ
イの塩ずりミオシンの加熱および加圧ゲル形成能は，強足魚種であるエソのそれらと比べ
て高かった。このことから，これまで練り製品素材として未利用のコイ肉は練り製晶への
利用適性を潜在的に保持している可能性を示している。しかし，練り製品素材としての利
用は，通常水晒肉を用いるためゲル形成能が弱く，使用も限定される。したがって，
TGase製剤を品質改良剤として活用することにより，ゲル形成能の弱い淡水魚の広範な利用
が期待できると考えられる。
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